Searching PAJ 



1/2 ^— S? 



PATENT ABSTRACTS OF JAPAN 



(1 1 publication number : 2000-1 75685 

(43)Date of publication of application : 27.06.2000 



r - - ~ 

(51)Int.CI. 


C12N 


15/09 






C12N 


1/21 






C12N 


9/06 






//(C12N 


15/09 






C12R 


1:07 


) 




(C12N 


1/21 






C12R 


1:19 


) 




(C12N 


9/06 




r~ : — : ~ — 


C12R 


1:19 


) 



(21 Application number : 10-354482 (71)Applicant : KIKKOMAN CORP 

(22)Date of filing : 1 4.1 2.1 998 (72)Inventor : ICHIKAWA TOSHIO 

KOYAMA TAIJI 



(54) SARCOSINEOXIDASE AND ITS PRODUCTION 

(57)Abstract: 

PROBLEM TO BE SOLVED: To obtain a sarcosineoxidase showing a high reactivity in a neutral range and 
to provide a method for producing the same. 

SOLUTION: This sarcosineoxidase has following physicochemical properties, (a) Activity: it hydrolyzes 1 
mol sarcosine oxidatively to form 1 mol glycine, 1 mol formaldehyde and 1 mol hydrogen peroxide, (b) 
Substrate specificity: it has a substrate specificity to sarcosine. (c) Optimal pH: 7.0-8.0 (d) Stable pH 
range: 7.0-9.5 (e) Range of a suitable temperature for its activity: 50° C (f) Thermal stability: <55° C (g) 
Molecular weight: 44,000 (roughly calculated from a wild type amino acid sequence) The enzyme is 
obtained by culturing a microorganism having a sarcosineoxidase production capability and recovering it 
from the cultured medium. By the present invention, it is possible to produce the sarcosineoxidase 
showing a relatively high reactivity in a neutral to weakly acidic range, hardly receiving an effect of 
bilirubin in measuring creatinine in a good efficiency, and also it is possible to perform a sufficient reaction 
by using a smaller using amount of the enzyme even in using it under a usual conditions. 
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© Sarcosinoxidase und Verfahren zu deren Hersteliung 
® Diese Erfindung betrifft eine Sarcosinoxidase rnit den 

foigenden physikaiisch-chemischen Eigenschaften: (a) 

Wirkungsweise: oxidatives Hydrolysieren von 1 Mol Sar- 

cosin, wobei 1 Mol Glycin, 1 Moi Formaldehyd und 1 Mol 

Wasserstoffperoxid erhalten werden; (b) Substratspezifi- 

tat; spezifisch fur Sarcosin; (c) pH-Optimum; 7,0-8,0; (d) 

stabiler pH-Bereich; 7,0-9,5; (e) geeigneter Temperaturbe- 

reich fur die Wirkung: 50°C; (f) Hitzestabilitat: 55°C oder 

weniger und (g) Molekuiargewicht: 44000 Daltons (durch 

Abschatzung aus der Aminosauresequenz des Wildtyps) 

und ein Verfahren zur Hersteliung der Sarcosinoxidase, 

umfassend die Schritte derZuchtung eines Mikroorganis- 

mus mit der Fahigkeit, die Sarcosinoxidase zu produzie- 

ren und der Gewinnung der Sarcosinoxidase aus der Kul- 

tur. 
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Beschreibung 

Die vorliegende Erfindung betrifft Sarcosinoxidase, die eine hohe Reaktivilat. unter neutralen Bedingungen zeigt, und 
ein Verfahren zur Herstellung der Sarcosinoxidase. 
5 Sarcosinoxidase ist. ein Enzym, das eine Reaktion katalysiert, um Sarcosin oxidativ zu hydrolysieren, wobei Glycin, 
Formaidehyd und Wasserstoffperoxid erzeugt werden. Dieses Enzym kann zur Bestimmung von Creatinin- oder Crea- 
tinmengen in menschlichen Serum- oder Urinproben in Kombi nation mil Creatinin ase oder Creatinase verwendet. wer- 
den und ist daher als ein diagnostisches Enzym fur eine Vielzahl von Krankheiten wie eine Lebererkrankung nutzlich. 
Herkommliche Sarcosinoxidasen weisen Nachteile, wie eine drastisch verringerte Reaktivitat unter neutralen bis 
l() schwach sauren Bedingungen auf. DemgemaB wurden sie im aUgemeinen unter schwach alkali schen Bedingungen ver- 
wendet. Vgl. JP-B-1-34035, JP-A-5- 115281, JP-A-8-238087, JP-A-6-113840 und JP-A-4-94688. Wenn sie jedoch mit 
Seren umgesetzt werden, reagieren solche Sarcosinoxidasen im oplimalen pH-Bereich gut mit dem Substrat, werden 
aber durch Bilirubin leicht beeinfluBt, was Fehler in Tests hervorruft. 

Wenn dagegen Sarcosinoxidase mit Seren bei einem pH-Werl von etwa 6,5 umgesetzt werden kann, wird sie durch Bi- 
15 lirubin nicht beeinfluBt und ruft folglich keine solche Fehler hervor. DemgemaB bestand immer ein Bedarf fur eine Sar- 
cosinoxidase, die unter neutralen bis schwach sauren Bedingungen verwendet werden kann. 

AuBerdem ist die Verwendung eines solchen Enzyms mit einer erhohten Reaktivitat unter schwach alkalischen Bedin- 
gungen (d. h. niedrigem Km- Wert) sehr wirtschaftlich, da eine geringere Menge des Enzyms eine ausreichende Reaktion 
ergeben kann, wenn es als ein diagnostisches Enzym unter normalen Bedingungen verwendet wird. 
20 Ein Ziel der Erfindung ist, eine Sarcosinoxidase mit einer hohen Reaktivitat unter neutralen Bedingungen bereitzustel- 
len. 

Ein anderes Ziel der Erfindung isL, ein Verfahren zur Herstellung der Sarcosinoxidase bereitzustellen. 

Der vorliegenden Erfindung liegt. die Erkenntnis zugrunde, daB eine genetische Mutation eines von Bacillus sp. NS- 
129 abstammenden Sarcosinoxidase-Gens (wie in JP-B-6-65303 often b art) eine mutierte Sarcosinoxidase ergab, die 
25 nicht nur eine hohere Reaktivitat (d. h. kleineren Km-Wert) als die einer Wildtyp-Sarcosinoxidase unter schwach alkali- 
schen Bedingungen zeigen kann, sondern audi eine relativ hohere Reaktivitat unter neutralen Bedingungen (pH 7,0) bei- 
behalt. 

Folglich betrifft. die vorliegende Erfindung eine Sarcosinoxidase, die die folgenden physikalisch-chemischen Eigen- 
schaften besitzt: 

30 

(a) Wirkungsweise: oxidatives Hydrolysieren von 1 Mol Sarcosin, wobei 1 Mol Glycin, 1 Mol Formaldehyd und 
1 Mol Wasserstoffperoxid erhalten werden; 

(b) Substratspezifkat: spezifisch fur Sarcosin; 

(c) pH~Optimum: 7,0-8,0; 

35 (d) stabiier pH-Bereich: 7,0-9,5; 

(e) geeigneter Temperaturbereich fur die Wirkung: 50°C; 
(0 Thermostabiiitat: 55°C oder weniger; und 

(g) Molekulargewicht: 44.000 Daltons (bei der annahernden Abschatzung aus der Aminosauresequenz des Wild- 
typs). 

40 

In einer erfindungsgemaBen Ausfiihrungsform ist die Sarcosinoxidase aus E. coli JM109 (pS012 EH) (Hinterle- 
gungsnr. FERM BP-6597) oder einer davon abstammenden Variante erhal tlich. 

Ferner betrifft die vorliegende Erfindung ein Verfahren zur Herstellung der Sarcosinoxidase, umfassend die Schritte 
der Zuchtung eines Mikroorganismus mit der Fahigkeit die Sarcosinoxidase zu produzieren, und Gewinnung der Sarco- 
45 sinoxidase aus der Kuitur. 

In einer erfindungsgemaBen Ausfuhrungsform ist der Mikroorganismus E. coli JM109 (pS012 EH) (Hinterlegungsnr. 
FERM BP-6597) oder cine davon abstammcndc Variante. 

Der hier verwendete Begrifl^ "Variante" bezeichnet einen mutierten Stamm von E. coli JM109 (pS012 EH), der in der 
Lage ist, eine Sarcosinoxidase mit den vorstehend beschriebenen physikalisch-chemischen Eigenschafl.en zu produzie- 
50 ren. 

Diese Beschreibung schlieBt. einen Teil oder alle der in der Beschreibung und/oder den Zeichnungen der Japanischen 
Paten tanmeldung Nr. 10-354482, die eine Prioritatsanmeldung der vorliegenden Anmeldung ist, ofFengelegten Inhalte 
ein. 

55 Kurze Beschreibung der Zeichnungen 

Fig. 1 ist ein Diagramm, das das pH-Optimum des erfindungsgemaBen Enzyms zeigt. 

Fig. 2 ist ein Diagramm, das den geeigneten Temperaturbereich fur die Reaktion des erfindungsgemaBen Enzyms 
zeigt. 

60 Fig. 3 ist ein Diagramm, das den geeigneten pH-Bereich fur die Stabilitat des erfindungsgemaBen Enzyms zeigt. 
Fig. 4 ist ein Diagramm, das die Thermostabilitat des erfindungsgemaBen Enzyms zeigt. 

Fig. 5 ist ein Diagramm, das den Vergleich der Reakdvitat zwischen dem erfindungsgemaBen mutierten Enzym, dem 
Wildtyp-Enzym und einer im Handel von einem anderen Hersteller erhaltlichen bestimmten Sarcosinoxidase zeigt. 

Die vorliegende Erfindung wird nachstehend ausfuhrlich beschrieben. 
65 Die erfindungsgemaBe Sarcosinoxidase kann erhalten werden, zum Beispiel wie nachstehend beschrieben. 

Zuerst wird rekombinantes Plasmid pS012-DNA, die ein aus einem isolierten Bacillus sp. NS-129-Starnm stammen- 
des Sarcosinoxidase-Gen enthalt (Agricultural and Biological Chemistry 55(5) (1991), 1259-1263), extrahiert und aus E. 
coli JM109 (pSO!2) unter Verwendung von QIAGEN (Funakoshi Co., Ltd., Tokyo, Japan) gereinigt. 
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Vektor-DNAs, die erfindungsgemaB verwendet werden konnen, sind nicht auf die vorstehend beschriebene Piasmid- 
vektor-DNA begrenzt, sondem schlieBen weiterhin zum Beispiel Bakt.eriophagenvektor-DNAs und jegliche andere Plas- 
midvektor-DNAs ein. Insbesondere wird pUC18 (Takara Shuzo Co., Ltd., Kyoto, Japan) bevorzugt. 

AnschlieBend kann jegliches Verfahren angewendet werden, uni ein Sarcosinoxidase-Gen zu erhalten, das ein Protein 
rait einer Aminosauresequenz der SEQ ID Nr. 1, aber mil. Deletionen, Substitutionen oder Addilionen von einer oder 5 
mehreren Aminosauren darin; und mil einer Sarcosinoxidase-Aktivil.au vorzugsweise einer relativ hohen Reakti vital, un- 
ter neutralen bis schwach sauren Bedingungen, codiert. Beispiele eines solchen Verfahrens umfassen die Zufallspunkt- 
mutation der vorstehend beschriebenen rekombinanten Plasmid-DNA, die erzeugt wird durch Verwendung chemischer 
Mulageneseniittel, wie Hydroxylamin oder salpetrige Saure, oder durch PGR- Verfahren; die gut bekannte ortsspezifische 
Mutagenese der rekombinanten Plasmid-DNA,. wobei ortsspezifische Mutationen wie Substitutionen oder Deletionen 10 
durch Verwendung eines im Handel erhaltlichen Kits erzeugt werden; und die Oligonucleotid-Mutagenese, ein Verfah- 
ren, das die Schritte der selektiven Spaltung der rekombinanten Plasmid-DNA, Entfernung oder Addition eines oder 
mehrerer ausgewahlter Oligonucleotide und dann die Ligierung der DNA umfaBt. 

Die wie vorstehend beschrieben behandelten rekombinanten DNAs konnen durch Verwendung von zum Beispiel einer 
Entsalzungssaule oder QIAGEN (Funakoshi Co., Ltd., Tokyo, Japan) gereinigt werden, urn verschiedene rekombinante 15 
DNAs zu erhalten. 

Die auf diese Weise erhaltene rekombinante DNA kann verwendet werden, urn eine Transformante oder Transfek- 
tante, die eine rekombinante DNA umfaBt, enthaltend ein beliebiges Fragment des Sarcosinoxidase-Gens, durch Trans- 
formieren oder Transfizieren von zum Beispiel E. coli K12, vorzugsweise E. coli JM109 (Toyobo Co Ltd Osaka Ja- 
pan), oder XLl-Blue (Funakoshi Co., Ltd., Tokyo, Japan) zu erhalten. 20 

Durch Transformation kann zum Beispiel ein Stamm, der eine Sarcosinoxidase mil der gewunschten Eigenschaft. pro- 
duziert (d. h. eine hohe Reaktivitat. in einem neutralen pH-Bereich), aus der so erhaltenen Transformante (die eine re- 
kombinante Plasmid-DNA umfaBt, enthaltend ein mutiertes Sarcosinoxidase-Gen) durch das folgende Verfahren erhal- 
ten werden: 

Jede Kolonie der erhaltenen Transformante wird in einem Fiussigmedium wie TY-Medium (supplementiert mif 50 ug/ml 
AmpicilJin und 1 mM IPTG) geziichtet, urn verschiedene mutierte Sarcosinoxidasen zu induzieren, die von den rekom- 
binanten Plasmid-DNAs codiert werden. Nach der Zuchtung wird die Kultur einer Ultraschallbehandlung unterzogen 
und die rohe Enzymexlraktlosung wird in Bezug auf ihre Sarcosinoxidase-Akti vital klassifiziert. Die 100 raE entspre- 
chende Menge der rohen Enzymlosung wird aus dem erhaltenen Aktivitatswert berechne!.. Dann laBt man das Rohenzym 
der 100 mE entsprechende Menge mil 0,5 mM Sarcosin in 50 mM Phosphatpuffer (pH 7,0) reagieren. Jede Variante wird 30 
extrahiert und in Bezug auf ihren Aktivitatswert klassifiziert, der mil dem des Wildtyp-Proteins verglichen wird, urn eine 
Transformante von Interesse auszuwahlen. 

Durch Verwendung einer wie vorstehend beschrieben hergest.ellt.en Transformante oder Transfektante, die die Fahig- 
keit; besitzt, eine Sarcosinoxidase zu produzieren, die eine hohe Reaktivitat in einem neutralen pH-Bereich zeigt, und 
vorzugsweise unler Verwendung einer zur Gattung Escherichia gehorenden Transformante oder Transfektante kann eine . 35 
Sarcosinoxidase, die eine hohe Reaktivitat. in einem neutralen pH-Bereich zeigt, wie folgt hergestelli. werden: 
Eine Standardfeststoffkuitur kann verwendet werden, urn den vorstehend beschriebenen Mikroorganismus zu zuchten, 
obwohl eine Fltissigkultur bevorzugt wird. 

Beispiele von Medien zur Zuchtung des vorstehend beschriebenen Mikroorganismus schlieBen solcheein, die ein oder 
mehrere anorganische Salze, wie KaliumdihydrogenphosphaU Dikaliumhydrogenphosphat, Magnesiumsulfat, Ei- 40 
sen(III)-chlorid, Eisen(I3I)-suifat und Mangansuifat, zusammen mil. einer oder mehreren Sticks toffquellen, wie Hefeex- 
trakt, Pepton, Fieischextrakt, Maisquellwasser und Exsudat von Sojabohne oder Wei zenkoji, enthalten. Saccharinmate- 
rialien, Vitamine und ahnliches k5nnen gegebenenfalls zugegeben werden. 

Der anfangliche pH-Wert des Mediums kann in geeigneter Weise auf einen Wert von 7-9 eingestellt. werden. Der Mi- 
kroorganismus kann vorzugsweise bei einer Temperatur von 30~42°C und vorzugsweise etwa 37°C fur einen Zeitraum 45 
von 6-24 Stunden durch zum Beispiel submerse Beluftungskullur, Schuiielkultur oder Standkultur gezuchtet. werden. 
Nach der Zuchtung kann die Sarcosinoxidase aus der Kultur durch ubliche Enzymgcwinnungsvcrfahrcn gewonnen wer- 
den. 

Die ZeUen werden von der Kultur durch Filtration, Zentrifugation und ahnliches getrennt und dann gewaschen. Vor- 
zugsweise kann die Sarcosinoxidase aus den Zellen gewonnen werden. In diesem Fall konnen die Zellen per se verwen- 50 
det werden. In einer anderen Ausfuhrungsform kann die Sarcosinoxidase vorzugsweise aus den Zellen durch zum Bei- 
spiel Aufbrechen der Zellen unter Verwendung von beliebigen Mitteln wie einem Ultxaschall-Disruptionsgerat, einer 
"French Press", "Diner Mill" und ahnlichen, Lyse der Zellwande unler Verwendung eines die Zellwand lysierenden En- 
zyms wie Lysozym oder Extraktion des Enzyms aus den Zellen mit Tensiden wie Triton X-100 gewonnen werden. 

Nutzliche Verfahren zur Reinigung eines Enzyms konnen angewendet. werden, urn die Sarcosinoxidase aus der wie 55 
vorstehend beschrieben erhaltenen rohen Enzymlosung zu isolieren. Zum Beispiel konnen eine Ammoniumsulfatfal- 
lung ? organische Losungsmittelfallung, Ionenaustauscherchromatographie, Gelfiltradonschromatographie, Absorption- 
schromatographie und Elektrophorese ailein oder in Kombination miteinander verwendet. werden. 

Die physikalisch-chemischen Eigenschaften der erfindungsgemaBen Sarcosinoxidase sind wie folgt: 

1) Wirkungsweise 

Dieses Enzym hydrolysiert oxidativ 1 Mol Sarcosin, wobei 1 Mol Glycin, 1 Mol Formaldehyd und 1 Mol Wasser- 
stoffperoxid hergestellt werden; 

2) Substratspezifitat 

Dieses Enzym ist fur Sarcosin spezifisch; 65 

3) pH-Optimum 

Die relative Reaktivitat des Enzyms wurde bei 37°C fur 10 Minuten unter verschiedenen pH-Bedingungen in 
50 mM MES-Puffer (pH 5,5-7,0), 50 mM Phosphatpuffer (pH 6,5-8,0), 50 mM Tris-HCl-Puffer (pH 7,0-8,5) und 
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50 niM CAPS-Puffer (pH 9,0-9,5) bestimml. Die relativen Aktivitaten sind in Fig. 1 gezeigt, aus der sich ergibt, 
daB das pH-Optimum des Enzyms in eineni Bereich von pH 7,0-8,0 liegt. 

4) Geeignete Teniperatur fur die Wirkung 

Die Reakl.ivit.at des Enzyms wurde bei verschiedenen Ternperaturen in einer Reaktionslosung bestimmt, umfassend 
5 die gleichen Zusammensetzungen wie die, die in dem nachstehend beschriebenen Test zu verwenden sind. Die Er- 

gebnisse sind in Fig. 2 gezeigt., aus der sich ergibt, daB die geeignete Teniperatur zur Umsetzung des Enzyms 50°C 
beiragt. 

5) Stabiler pH-Bereich des Enzyms 

Die pH-Stabilitat des Enzyms wurde bei 20°C fur 20 Stunden bei pH 6,0 11.0 in 50 mM MES-Puffcr (pH 6,0-8,0), 
io 50 mM Phosphatpuffer (pH 6,0-8,0), 50 mM Tris-HCl-Puffer (pH 8,0-9,0), 50 rnM CHES-Puffer (pH 9,0-10,0) 

und 50 mM CAPS-Puffer (pH 10,0-11,0) getestet. Die Ergebnisse sind in Fig. 3 gezeigt, aus der sich ergibt, daB der 
stabile pH-Bereich pH 7,0-9,5 ist. 

6) Hitzestabilitat 

Die Hitzestabilitat des Enzyms wurde in 50 mM Phosphatpuffer (pH 7,7) bei verschiedenen Ternperaturen 10 Mi- 
ls nuten getestet. Die Ergebnisse sind in Fig. 4 gezeigt, aus der sich ergibt, daB das Enzym bei einer Teniperatur von 
bis zu etwa 55°C stabil ist 

7) Enzynitest 

0,25 M Phosphatpuffer (0,1 ml, pH 7,7), 0,2 M Sarcosinlosung (0,3 ml) und die Enzymlosung mil der geeigneten 
Konzentration (0,1 ml) wurden gemischt und bei 37°C 10 Minuten umgesetzt. Dann wurde 1,0 N Essigsaurelosung 

20 (0,5 ml) zu dem Gemisch zugegeben, urn die Reaktion zu stoppen. Zu dem Gemisch wurden 3 ml Acetylaceton- 

Farbentwicklungslosung (Acetylaceton, 0,2% (Vol/Vol.) und Diammoniumhydrogenphosphat, 10% (Gew./Vol.)) 
(pH 6,5), zugegeben, um den Farbstoff bei 37°C fur 40 Minuten zu entwickeln. Die Absorption wurde bei 410 nm 
durch ein Speklrophotometer bestimmt. Dann wurde die Ausbeute des Enzyms aus der vorher hergestellten Kali- 
brierungskurve von Formaldehyd bestimmt. Die Menge des Enzyms, die 1 pMol Formaldehyd pro Minute bei 37°C 

25 erzeugt, wurde als 1 Einheit definiert. 

8) Km-Wert 

Der Km-Wert des Enzyms wurde unter Verwendung des vorstehend beschriebenen Tests bestimmt. Aus einem Li- 
neweaver-Burk-Diagramm ergab sich ein Km-Wert von etwa 3,5 mM (fur Sarcosin). 

9) Reaktivitat unter neutralen Bedingungen 

30 Da das mutierte Enzym eine hohere Reaktivitat als andere Sarcosinoxidasen unter neutralen Bedingungen (pH 7,0) 

zeigt, wurde die Reaktivitat von 30 mE/mL Enzym mit 0,5 mM Substrat (Sarcosin) mit der einer im Handel erhalt- 
lichen Sarcosinoxidase verglichen, die einen Km-Wert aufwies, der zu dem Enzym praktisch aquivalent war, und 
die eine grofie Homologie zu dem Enzym aufwies. Die Ergebnisse sind in Fig. 5 gezeigt. Das vorliegende mutierte 
Enzym zeigt eine relati v geringere Reaktivitat als die der im Handel erhaltlichen Sarcosinoxidase, aber eine auBer- 

35 ordentlich hohere Reaktivitat als die des Wildtyps unter schwach alkalischen Bedingungen, wahrend es eine hohere 

Reaktivitat unter neutralen bis schwach sauren Bedingungen (pH 7,0-6,5) zeigte. 

10) Moiekulargewicht. 

Dieses Enzym weist ein Moiekulargewicht. von 44.000 Daltons auf (durch Abschatzung aus der Aminosaurese- 
quenz des Wildtyps). 

40 

Beispiele 

Bestimmte Beispiele der vorliegenden Erfindung werden nachstehend beschrieben. 

45 

Beispiel 1 

(1) Herstellung rekombinanter Plasmid pS012-DNA 

50 E. coli JM109 (pS012) (Agricultural and Biological Chemistry 55(5) (1991), 1259-1263) wurde in 20 ml TY-Medium 
(1% Trypton, 0,5% Hefeextrakt, 0,25% NaCl, pH 7,5) beimpft und durch Schuttelkultur bei 37°C 18 Stunden geziichtet. 
Die Kultur wurde bei 6.000 UpM 10 Minuten zentrifugiert, um die Zellen zu gewinnen. Rekombinante Plasmid pS012- 
DNA wurde extrahiert und aus den Zellen unter Verwendung von QIAGEN-Tip-100 (Funakoshi Co., Ltd., Tokyo, Japan) 
gereinigt, wobei 70 ug rekombinante Plasmid pSO!2-DNA erhalten wurden. 

55 

(2) Mutagenese 

2 ug der vorstehend erhaltenen rekombinant.en Plasmid-DNA wurden verwendet, um XLl-RED-Zellen (STRATA- 
GENE Co., USA) (die mit groBerer Wahrscheinlichkeit einen Fehler bei der Plasmidreplikation erzeugen und folglich 

60 rait groBerer Wahrscheinlichkeit eine Mutation erzeugen) gemaB dem Verfahren von Morrison D. M. (Method in Enzy- 
mology 68 (1979), 326-331) zu transformieren, wobei etwa 1500 Kolonien der Transformante erhalten wurden, von de- 
nen 500 Kolonien jeweils in 20 ml TY-Medium beimpft und bei 37°C 18 Stunden durch Schuttelkultur geziichtet wur- 
den. Die Kultur wurde bei 6000 UpM 10 Minuten zentrifugiert, um die Zellen zu gewinnen. Dann wurde das Plasmid 
pS012 extrahiert und aus den Zellen unter Verwendung von QIAGEN-Tip-100 (Funakoshi Co., Ltd., Tokyo, Japan) ge- 

65 reinigu wobei 70 ug mutierte rekombinante Plasmid pS012-DNA erhalten wurden, von denen 5 ug verwendet wurden, 
um den E. coli JM109-Stamm (Toyobo Co., Ltd., Osaka, Japan) gemaB dem Verfahren von Morrison D. M. (a.a.O.) zu 
transformieren, wobei etwa 2000 Transformanten erhalten wurden, die mutierte Plasmide enthielten. E. coli JM109 
(pS012 EH), das eine Sarcosinoxidase mit einer hohen Reaktivitat in einem neutralen pH-Bereich produziert, wurde 
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durch Durchmuslerung unter neutralen Bedingungen (pH 7,0) gemaB dem nachslehend in (3) beschriebenen Verfahren 
erh alien. 

(3) Durchmuslerung einer Variante, die eine hohe Reakt.ivit.at in einem neutralen pH-Bereich zeigl 

Zuerst wurde jede Kolonie dcr vorstehend erhaltenen Transformanten in einem Flussigniediurn, 2 ml TY-Medium 
(supplementiert mil. 50 pg Ampicillin unci 1 inM JPTG), gezUchtet und verschiedene Sarcosinoxidasen, die von den Plas- 
niiden codiert werden, wurden induziert, so daB sie produzierl. wurden. AnschlieBend wurdc die Kultur einer Ultraschall- 
behandlung unlerzogen. Die so erhaltene rohe Enzymextraktlosung wurde in Bezug auf ihre Reaktivitat bei pH 7,0 klas- 
sifiziert. Der erhaltene Werl wurde verwendet, urn eine 1 00 mE entsprechende Menge der rohen Enzymlosung zu berech- 1 0 
nen. Die rohe Enzymlosung einer 100 mE entsprechende Menge lieB man mil 0,5 mM Substrat (Sarcosin) reagieren, urn 
deren Reaktivitat zu bestimmen. In ahnlicher Weise wurde jede der anderen Varianten extrahiert und deren Reaktivitat 
wurde mil der der Wildtyp-Sarcosinoxidase verglichen. Eine Variante, die das Ziel der vorliegenden Erfindung erfullt, 
wurde ausgewahlt, und eine Sarcosinoxidase, die eine hohe Reaktivitat. in einem neutralen pH-Bereich zeigte wurde aus 
der ausgewahlten Variante E. coli .IM109 (pS012 EH) erhalten. E. coli JM109 (pSO!2 EH) wurde gemaB dem Budape- 15 
ster Vertrag beim National Institute of Bioscience and Human -Technology, Agency of Industrial Science and Technology 
(Higashi 1-1-3, Tsukuba-shi, Ibaraki-ken, Japan) als EERM BP-6597 am 11. Dezember 1998 hinterlegt. 

Beispiel 2 

20 

Die vorstehend erhaltene Variante, d. li. E. coli JM109 (pSO!2 EH), wurde in 100 ml 1 mM Isopropyl-B-D-galactosid- 
enthaltendem TY-Medium (1% Trypton, 0,5% Heleexlrakt, 0,25% NaCl, pH 7,5) verteilt in Sakaguchi-Kolben 16 Stun- 
den durch Schuttelkultur geziichtet und dann in 20 1 eines in ahnlicher Weise hergestellten TY-Mediums in einem 30 1- 
KulturgefaB flammbeimpft. Nach dem Beimpfen wurde der E. coli-Stamm bei 450 UpM, 20 1 Luft/min und 37°C etwa 20 
Stunden geziichtet. 9S 

Nach der Zuchtung wurden die Zellen aus 20 i der Kultur durch eine Microzer-Vorrichtung (PW-303, erhaltlich von 
Asahi Chemical Industry Co., Ltd., Osaka, Japan) gewonnen, in 20 mM Phosphatpuffer (pH 7,5) gewaschcn und in 10 1 
des gleichen Phosphatpuffers suspendiert. 

Zwanzig Gramm Lysozym (in 50 mM Phosphatpuffer, pH 7,5, 100 ml) und. 1 1 0,55 M EDTA (pH 8,0) wurden zu 10 1 
der vorstehend beschriebenen Zellsuspension zugegeben, gemischt, bei 30°C uber Nacht. stehengelassen und dann mit. 30 
500 ml 5%iger Protaminlosung (pH 8,0) tropfenweise unter Rtihren versetzt, urn Nucleinsauren zu entfernen. Die waB- 
rige Phase wurde gegen 10 mM Phosphatpuffer (pH 8,0) (nachslehend bezeichnet als "Puffer A") dialysiert. 

Nachdem etwa 3 kg (hezogen auf die Feuchtnmsse) DEAE-Cellulose zu etwa 281 des Dialysats zugegeben und ein- 
gemischt wurden, urn zu ermoglichen, daB die Sarcosinoxidase daran adsorbiert wird, wurde die DEAE-Cellulose mit 
Puffer A, enthaltend 5% Glycerin und 0,05% 2-Mercaptoethanol, gewaschen. Dann wurde die Sarcosinoxidase mit 35 
0,5 M KC1 enthaltendem Puffer A vor der Ultrafiltration und Konzentration eiuiert. 

Etwa 1,0 kg (Feuchtmasse) DEAE-Sepharose CL-4B wurde zu der vorstehend beschriebenen konzentrierten Losung 
(etwa 1,0 1) zugegeben und eingemischt, urn zu ermoglichen, daB die Sarcosinoxidase daran adsorbiert. wird. Die DEAE- 
Sepharose CL-4B wurde mit 0,05 M KC1 enthaltendem Puffer A gewaschen und die Sarcosinoxidase wurde mit Puffer 
A, enthaltend 0,3 M KC1, vor der Ultrafiltration und Konzentration eiuiert. 40 

AnschlieBend wurde ein Teil der rohen Enzymlosung an eine mit Puffer A aquilibrierte QAE-Sephadex A-50-Saule 
(6,0 x 30 cm) adsorbiert und mit einem Gradienten von Puffer A zu 0,4 M Kaliumchlorid enthaltendem Puffer A eiuiert., 
wobei eine die Sarcosinoxidase enthaltende gelbe Fraktion erhalten wurde, 

Nach Extrafiitration und Konzentration der Sarcosinoxidase-enthaltenden Fraktion wurde das Konzentrat gefrierge- 
trocknet, wobei etwa 1 g der gereinigten, puiverformigen Sarcosinoxidase erhalten wurde. ° 45 

Vortcilhaftc Wirkung dcr Erfindung 

Die vorliegende Erfindung kann ein Verfahren fur die effiziente Herstellung einer Sarcosinoxidase. die eine hohe Re- 
aktivitat in einem neutralen pH-Bereich zeigt und folglich industriel! verwendbar ist, bereitsteilen. 50 

Alle Veroffentlichungen einschlieBlich der hier angefuhrten Patente und Paten tanmeldungen sind hier unter Bezug- 
nahme in ihrer Gesamtlieit eingeschlossen. 

Die hier beschriebene Sequenz von SEQ ID Nr. 1 wird nachstehend angegeben. 
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Met Ser Thr His Phe Asp Val He Val Val Gly Ala Gly Ser Met Gly 

15 10 15 

Met AJa Ala Gly Tyr Tyr Leu Ala Lys Gin Gly Val Lys Thr Leu Leu 

20 25 30 

Val Asp Ser Phe Asp Pro Pro His Thr Asn Gly Ser His His Gly Asp 
35 40 45 

Thr Arg He He Arg His Ala Tyr Gly Glu Gly Arg Glu Tyr Val Fro 

50 55 60 

Phe Ala Leu Arg Ala Gin Glu Leu Trp Tyr Glu Leu Glu Lys Glu Thr 
65 70 75 80 

His His Lys He Phe Thr Gin Thr Gly Val Leu Val Tyr Gly Pro L y3 

85 90 * 95 

Gly Gly Ser Ala Phe Val Ser Glu Thr Met Glu Ala Ala Asn He His 

100 . 105 no 

Ser Leu Glu His Glu Leu Phe Glu Gly Lys Gin Leu Thr Asp Arg Trp 

US 120 125 

Ala Gly Val Glu Val Pro Asp Asn Tyr Glu Ala He Phe Glu Pro Asn 

130 135 140 

Ser Gly Val Leu Phe Ser Glu Asn Cys He Gin Ala Tyr Arg Glu Leu 
}« 150 155 160 

Ala Glu Ala His Gly Ala Thr Val Leu Thr Tyr Thr Pro Val Glu Asp 

155 no 175 

Phe Glu Val Thr Glu Asp. Leu Val Thr lie Lys Thr Ala Lys Gly Ser 

180 185 190 

Tyr Thr Ala Asn Lys Leu Val Val Ser Met Gly Ala Trp Asn Ser Lys 

195 200 205 

Leu Leu Ser Lys Leu Asp Val Glu lie Pro Leu Gin Pro Tyr Arg G2n 

210 215 220 

Val Val Gly Phe Phe Glu Cys Asp Glu Ala Lys Tyr Ser Asn Asn Ala 
225 230 235 240 

His Tyr Pro Ala Phe Met Val Glu Val Glu Asn Gly He Tyr Tvr Gly 

245 250 255 

Phe Pro Ser Phe Gly Gly Ser Gly Leu Lys He Gly Tyr His Ser Tyr 

260 265 270 

•Gly Gin Gin He Asp Pro Asp Thr He Asn Arg Glu. Phe Gly Ala Tyr 

275 280 285 

Pro Glu Asp Glu Ala Asn Leu Arg Lys Phe Leu Glu Gin Tyr Met Pro 

290 295 300 " 

Gly Ala Asn Gly Glu Leu Lys Lys Gly Ala Val Cys Met Tyr Thr Lys 
305 310 315 320 

Thr Pro Asp C-lu His Phe Val He Asp Leu His Pro Lye Tyr Ser Asn 

325 330. 335 

Val Ala He AJa Ala Gly Phe. Ser Gly His Gly Phe Lys Phe Ser Ser 

340 345 . 350 • 

Val Val Gly Glu Thr Leu Ala Gin Leu Ala Thr Thr Gly Lys Thr Glu 

355 360 365 

His Asp He Ser lie Phe Ser Leu Asn Arg Asp' Ala Leu Lys 1 Lys Glu 

370 375 380 

Ala Va] Lys 
385 
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<400> 1 

Met Ser Thr His Phe Asp Val He Val Val Gly Ala Gly Ser Met Gly 

1 10 is • 

Met Ala Ala Gly Tyr Tyr Leu Ala Lys Gin Gly Val Lys Thr Leu Leu 

20 25 30 

Val Asp Ser Phe Asp Pro Pro His Thr Asn Gly Ser His His Gly Asp 

35 40 45 

Thr Arg He He Arg His Ala Tyr Gly Glu Gly Arg Glu Tyr Val Pro 

50 55 eo 

Phe Ala Leu Arg Ala Gin Glu Leu Trp Tyr Glu Leu Glu Lys Glu Thr 
65 70 75 " 80 

His His Lys He Phe Thr Gin Thr Gly Val Leu Val Tyr Gly Pro Lys 

85 90 95 

Gly Gly Ser Ala Phe Val Ser Glu Thr Met Glu Ala Ala Asn He His 

1Q 0 105 no 

Ser Leu Glu His Glu Leu Phe Glu Gly . Lys Gin Leu Thr Asp Arg Trp 

115 120 125 

Ala Gly Val Glu Val Pro Asp Asn Tyr Glu Ala He Phe Glu Pro Asn 

130 135 140 

Ser Gly Val Leu Phe Ser Glu Asn Cys He Gin Ala Tyr Arg Glu Leu 
145 150 155 ~ 160 

Ala Glu Ala His Gly Ala Thr Val Leu Thr Tyr Thr Pro Val Glu Asp 

165 ivo 175 

Phe Glu Val Thr Glu Asp Leu Val Thr He Lys Thr Ala Lys Gly Ser 

180 185 190 

Tyr Thr Ala Asn Lys Leu Val Val Ser Met Gly Ala Trp Asn Ser Lys 

195 200 205 

Leu Leu Ser Lys Leu Asp Val Glu He Pro Leu Gin Pro Tyr Arg Gin 

215 220 
Val Val Gly Phe Phe Glu Cys Asp Glu Ala Lys Tyr Ser Asn Asn Ala 
225 230 235 2^0 

His Tyr Pro Ala Phe Met Val Glu Val Glu Asn Gly He Tyr Tyr Gly 

245 250 255 

Phe Pro Ser Phe Gly Gly Ser Gly Leu Lys He Gly Tyr His Ser Tyr 

260 265 270 

Gly Gin Gin He Asp Pro Asp Thr He Asn Arg Glu Phe Gly Ala Tyr 
275 280 285 

Pr ° 51* ASP G1U Ala Asn Leu Arg Lys Phe Leu Glu Tyr Met Pro 
290 295 300 

Gly Ala Asn Gly Glu Leu Lys Lys Gly Ala Val Cys Met Tyr Thr Lys 
305 31 ° 315 320 
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Thr Pro Asp Glu His Phe Val lie 
325 

Val Ala He Ala Ala Gly Phe Ser 
5 340 

Val Val Gly Glu Thr Leu Ala Gin 
355 360 
His Asp He Ser He Phe Ser Leu 
370 375 
i<> Ala Val Lys 
385 
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Patentanspruche 

15 

1. Sarcosinoxidase mil den folgenden physikalisch-chemischen Eigenschaften: 

(a) Wirkungsweise: oxidatives Hydrolysieren von 1 Mol Sarcosin, wobei 1 Mol Glycin, 1 Mol Formaldehyd 
und 1 Mol Wasserstoffperoxid erhalten werden: 

(b) Substralspezifitat: spezifisch ftir Sarcosin; 
20 (c) ph-Optimum: 7,0-8,0; 

(d) stabiler ph-Bereich: 7,0-9, 5; 

(e) geeignete Temperatur fur die Wirkung: 50°C; 

(f) Hitzestabilitat: 55 °C oder weniger; und 

(g) Molekulargewicht: 44.000 Daltons (durch Abschatzung aus der Aminosauresequenz des Wildtyps). 

25 2. Sarcosinoxidase nach Anspruch 1, wobei die Sarcosinoxidase erhaltlich isi aus E. coli JM1 09 (pS012 EH) (Hin- 

terlegungsnr. FERM BP-6597) oder einer davon stammenden Variante. 

3. Verfahren zur Herstellung der Sarcosinoxidase, unifassend die Schritte der Zlichtung eines Mikroorganisrnus rnit 
der Fahigkeit, die Sarcosinoxidase nach Anspruch 1 zu produzieren, und der Gewinnung der Sarcosinoxidase aus 
der Kultur. 

30 4. Verfahren nach Anspruch 3, wobei der Mikroorganisrnus E. coli JM109 (pS012 EH) (Hinterlegungsnr. EERM 

BP-6597) oder eine davon abstammende Variante ist. 
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